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В статье представлены данные работы, цель которой заключалась в 
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изучении условий подготовки сперматозоидов быка для проведения интрацито-
плазматической инъекции. В результате исследований опеределены условия 
успешной подготовки заморожено-оттаянной спермы быков голштинизирован-
ной породы для проведения интрацитоплазматической инъекции. Установлено, 
что использование в культуральной среде для капацитации на основе Тироде 
крезацина в концентрации 3 мг/мл или рекомбинантного человеческого лакто-
феррина в концентрации 1 мг/мл обеспечивает отсутствие после завершения 
процедуры капацитации у 100 % спермиев проксимальных капель, у 94,6-95,2 % 
спермиев дистальных капель, у 99,6-100 % изогнутых хвостиков, а также полу-
чение 85,5-86,5 % морфологически нормальных спермиев без дефектов головки, 
тела и хвостика и показатели общей подвижности гамет на уровне 68-77 % с 
сохранением оптимальных параметров скорости, траектории движения и коле-
бания.  

Ключевые слова: сперматозоид, капацитация, подвижность, скорость, тра-
ектория, амплитуда, тератозооспермия. 
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This paper presents the data of the work, the purpose of which was to study the 

conditions for preparation of bovine spermatozoa for intracytoplasmic injection. As a 
result of the research, the conditions for successful preparation of frozen-thawed se-
men of Holsteinized bulls for intracytoplasmic injection were determined. It has been 
established that the use of a culture medium for capacitation based on Tyrode’s solu-
tion containing cresacin at a concentration of 3 mg/ml or recombinant human lactofer-
rin at a concentration of 1 mg/ml ensures the absence of proximal drops in 100% of 
spermatozoa after capacitation, distal drops in 94.6-95.2% of spermatozoa, curved 
tails in 99.6-100% of spermatozoa, as well as obtaining 85.5-86.5% of morphologi-
cally normal spermatozoa without defects in the head, body and tail, and overall gam-
ete motility indices at the level of 68-77%, while maintaining the optimal parameters 
of speed, trajectory and amplitude.  

Keywords: spermatozoon, capacitation, motility, speed, trajectory, amplitude, 
teratozoospermia. 

 
Введение. Качество половых клеток является одним из наиболее 

важных факторов развития полноценного зародыша и определения ве-
роятности успеха во вспомогательных репродуктивных технологиях. 
Трудно получить эмбрионы хорошего качества, а чаще это и вовсе не 
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представляется возможным, из гамет плохого качества или плохо под-
готовленных к процедуре оплодотворения. Получение же ограничен-
ного количества жизнеспособных спермиев даже при создании опти-
мальных условий капацитации решается внедрением технологии интра-
цитоплазматической инъекции, когда для оплодотворения одной яйце-
клетки используется один сперматозоид [1, 2, 3]. 

Имеются предположения, что изменённая морфология сперматозои-
дов препятствует правильному слиянию цитоплазмы яйцеклетки и 
сперматозоида либо ведёт к рецепторной дисфункции. В литературе су-
ществуют указания на корреляцию между нарушениями в организации 
ядер у морфологически аномальных сперматозоидов и их способностью 
к оплодотворению [4, 5, 6]. Присутствие бактериальных штаммов при-
водит к увеличению доли аннексина (некротического маркера) и про-
центного содержания погибших сперматозоидов [7]. 

В этой связи цель работы заключалась в изучении условий подго-
товки сперматозоидов быка для проведения интрацитоплазматической 
инъекции. 

Материал и методика исследований. Исследования проведены в 
лаборатории молекулярной биотехнологии и ДНК-тестирования 
РУП «Научно-практический центр Национальной академии наук Бела-
руси по животноводству» в 2022 году. Замороженную сперму быков-
производителей голштинизированной породы оттаивали в водяной 
бане, подвергали исследованию либо помещали в 1 мл среды для капа-
цитации и оставляли на 1 час в СО2-инкубаторе для проведения swim up 
процедуры. Для определения влияния условий капацитации на качество 
спермы в среду капацитации добавляли крезацин в концентрации 
3 мг/мл или рекомбинантный человеческий лактоферрин (рчЛФ) в кон-
центрации 1 мг/мл или эпибрассинолид в концентрации 2х10-8  моль/л. 

Для определения количества морфологических аномалий (дефекты 
формы, размеров, деформации и др.) спермиев быков до и после капа-
цитации каплю спермы после специальной подготовки исследовали под 
микроскопом (увеличение в 400 раз), подсчитывали 200 клеток, учиты-
вая отдельно нормальные и патологические сперматозоиды [8]. Опреде-
ляли индекс тератозооспермии [9]. Нормой считаются значения в ин-
тервале от 1,0 до 1,6. 

Анализ биологических параметров жизнеспособности спермы про-
водили с помощью системы Sperm Vision™ Professional. Оценку прово-
дили по следующим показателям: концентрация сперматозоидов; об-
щая подвижность сперматозоидов, прямолинейно-поступательное дви-
жение; расстояние кривой пути; расстояние среднего пути; расстояние 
прямой пути; криволинейная скорость; средняя скорость по траектории; 
прямолинейная скорость; линейность; прямолинейность; колебание; 
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частота биения головки; амплитуда бокового смещения головки и изме-
рение количества спермиев с различными аномалиями их развития: 
наличие проксимальных капель (аномалии головки спермия), наличие 
дистальных капель (аномалии тела спермия), наличие изогнутых, либо 
изломанных хвостиков (аномалии хвостика спермии) [10].  

Результаты эксперимента и их обсуждение. Результаты изучения 
влияния условий капацитации на качество спермы быков вне организма 
представлены в таблице 1.  
 
Таблица 1 – Влияние условий капацитации на качество спермы быков вне орга-
низма  

Показа-
тель, 

единица 
измерения 

Этап 
оценки 
спермы 

Концен-
трация, 
млрд/мл 

Отсутствие аномалий, млн/мл-% 
прокси-
мальных 
капель 

дисталь-
ных ка-

пель 

изогнутых 
хвостиков 

Контроль 

после ка-
пацитации 0,0550 47,315-99,0 21,101-95,2 40,562-97,0 
после 
оплодо-
творения 0,0410 40,500-99,0 23,223-97,7 40,110-98,0 

Крезацин, 
3 мг/мл 

после ка-
пацитации 0,0421 42,114-100 39,827-94,6 41,931-99,6 
после 
оплодо-
творения 0,0564 56,431-100 49,406-87,6 56,421-100 

рчЛФ, 
1 мг/мл 

после ка-
пацитации 0,0143 14,308-100 13,613-95,2 14,307-100 
после 
оплодо-
творения 0,0675 67,298-99,7 65,745-97,4 67,521-100 

Эпибрас-
синолид, 
2х10-8  
моль/л 

после ка-
пацитации 0,0154 15,472-100 14,722-95,6 15,440-96,0 
после 
оплодо-
творения 0,0187 18,760-99,0 15,989-85,5 18,703-97,0 

 
Анализ концентрации спермиев в 1 мл показал, что имеются незна-

чительные отличия между опытными группами в сравнении с контро-
лем. Так, если в контроле после оплодотворения концентрация спер-
миев снизилась на 25,5 п. п. по сравнению с данными после капацита-
ции, то использование крезацина и лактоферрина поменяло картину на 
противоположную – после оплодотворения количество спермиев уста-
новлено более чем после капацитации на 25,4 и 78,8 п. п. соответ-
ственно. Использование эпибрассинолида подтвердило аналогичную 
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тенденцию: наблюдался рост на 17,7 п. п. Наличие проксимальных ка-
пель не имело существенных различий как между опытными группами 
и контролем, так и внутри опытных групп. Значение показателя нахо-
дилось в пределах 99,0-100 %. Отсутствие дистальных капель наблюда-
лось после капацитации у 99,0 % клеток в контроле и у 100 % клеток в 
трёх опытах. После оплодотворения цифровые значения этого показа-
теля составили 99,0 % в контроле, 100 % с крезацином и эпибрассино-
лидом и 99,7 % – с рчЛФ. Не замечено изогнутых хвостиков у 97,0 % 
спермиев в первой части эксперимента в контроле, в опыте с крезаци-
ном – у 99,6 %, с лактоферрином – у 100 %, эпибрассинолидом – у 
96,0 % клеток. После проведение процедуры оплодотворения вне орга-
низма неожиданно незначительно изменился данный показатель в 
плане улучшения: в контроле – до 98,0 %, в трёх опытных группах – до 
100 %, 100 и 97,0 % соответственно. 

На следующем этапе исследований нами изучено влияние условий 
капацитации на морфологические показатели, характеризующие жизне-
способность спермиев быков-производителей, в частности наличие 
морфологических аномалий гамет быков (таблица 2). 

 
Таблица 2 – Влияние условий капацитации на морфологические показатели 
спермы быков  

Показа-
тель, 

ед. изме-
рения 

Этап 
оценки 
спермы 

Нормаль-
ные 

спермии, 
n-% 

Дефекты спермиев, n-% Индекс 
терато-
зоос-

пермии 
го-

ловки тела хво-
стика 

Контроль 

после капа-
цитации 167-83,5 13-39,4 10-30,3 16-48,5 1,2 
после опло-
дотворения 167-83,5 13-39,4 11-33,3 16-48,5 1,3 

Крезацин,  
3 мг/мл 

после капа-
цитации 173-86,5 10-37,0 9-33,3 18-66,7 1,2 
после опло-
дотворения 180-90,0 5-25,0 6-30,0 9-45,0 1,2 

рч ЛФ, 
1 мг/мл 

после капа-
цитации 166-83,0 14-41,2 12-35,3 18-52,9 1,3 
после опло-
дотворения 167-83,5 12-36,4 10-30,3 24-72,7 1,4 

Эпибрас-
синолид, 
2х10-8 
моль/л 

после капа-
цитации 164-82,0 14-38,9 12-33,3 25-69,4 1,4 
после опло-
дотворения 163-81,5 17-45,9 15-40,5 26-70,3 1,6 

 
Нормальных спермиев в процентном соотношении после капацита-

ции и после оплодотворения в контроле получено по 83,5 %, в трёх 
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опытных группах – 86,5 и 90,0 %, 83,0 и 83,5 %, 82,0 и 81,5 % соответ-
ственно. Дефекты головок спермиев наблюдались у 39,4 % клеток кон-
троля и 37,0 и 25,0 %, 41,2 и 36,4 %, 38,9 и 45,9 % опытных групп соот-
ветственно. Анализ дефектов тела выявил тенденцию роста их количе-
ства после оплодотворения в контроле с 30,3 до 33,3 %. В опытах 
наблюдались незначительные изменения с 33,3 до 3,0 %, с 35,3 до 
30,3 %. И лишь в опыте с эпибрассинолидом отмечен рост с 33,3 до 
40,5 %. Существенных изменений в ходе процедуры капацитации и 
оплодотворения в дефектах хвостиков спермиев не выявлено: контроль 
составил по 48,5 %, экспериментальные группы – 66,7 и 45,0 %, 52,9 и 
72,7 %, 69,4 и 70,3 %. Индекс тератозооспермии в контроле составил 1,2 
и 1,3, в опытах –1,2-1,2; 1,3-1,4 и 1,4-1,6 соответственно. Из представ-
ленных данных видно, что использование эпибрассинолида негативно 
сказалось на данном показателе. 

Анализ показателей движения спермиев быков вне организма в за-
висимости от используемых биостимуляторов показал значительное 
снижение этих характеристик после оплодотворения в сравнении с ана-
логичными после капацитации, что вполне закономерно и объясняется 
функциональными и временными факторами (таблица 3). Однако 
между опытными группами наблюдались существенные отличия, как 
между ними, так и контролем. Если в контроле снижение общей по-
движности спермиев через 18-20 часов культивирования составило 
7,7 % от показателя после капацитации, то с применением крезацина – 
14,3 %, лактоферрина – 14,7 %, а эпибрассинолида – 4,8 % соответ-
ственно.  

 
Таблица 3 – Влияние условий капацитации на показатели движения спермиев 
быков вне организма 

Показатели 

Контроль Крезацин, 
3 мг/мл 

рчЛФ, 
1 мг/мл 

Эпибрасси-
нолид, 2х10-8  

моль/л 
1* 2* 1* 2* 1* 2* 1* 2* 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Общая подвиж-
ность, % 65,0 5,0 77,0 11,0 68,0 10,0 63,0 3,0 
Подвижность пря-
молинейно-посту-
пательная, % 45,0 8,0 47,0 17,0 39,0 9,0 22,0 4,0 
Расстояние кри-
вой (DCL), мкм 24,68 4,22 35,21 6,1 33,69 12,15 20,60 3,10 
Расстояние сред-
него пути (DAP), 
мкм 17,98 8,62 19,10 11,27 18,61 10,69 12,75 4,46 
Расстояние пря-
мой (DSL), мкм 9,47 2,92 8,88 2,12 14,24 3,98 9,80 1,21 
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Продолжение таблицы 3 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Криволинейная 
скорость (VCL), 
мкм/сек. 41,71 18,90 48,91 25,19 74,21 35,62 51,85 19,35 
Средняя скорость 
по траектории 
(VAP), мкм/сек. 41,36 17,02 46,19 18,71 41,15 15,23 31,79 11,65 
Прямолинейная 
скорость (VSL), 
мкм/сек. 27,21 11,41 23,25 9,11 31,52 12,75 24,76 9,38 
Линейность (LIN 
= VSL/VCL), % 46,0 17,0 49,0 22,00 41,0 25,0 47,0 19,0 
Прямолинейность 
(STR=VSL/VAP), % 73,0 24,0 88,0 21,0 75,0 27,0 77,0 19,0 
Колебание (WOB 
= VAP/VCL), % 55,0 17,0 57,0 13,0 54,0 19,0 61,0 9,0 
Частота биения 
головки (BCF), 
биений/сек. 23,30 5,60 25,95 6,00 29,43 7,30 29,35 7,80 
Амплитуда боко-
вого смещения го-
ловки (ALH), мкм 3,61 1,29 4,18 1,52 2,88 1,72 2,36 1,50 

Примечание: * 1 – после капацитации, 2 – после оплодотворения 
 
Прямолинейно-поступательная подвижность спермиев изменялась 

аналогично и в контроле составила 17,8 %, с крезацином – 36,1 %, с лак-
тоферрином – 23,1 %, с эпибрассинолидом – 18,2 % от цифровых значе-
ний показателя после капацитации. Такой показатель как расстояние 
кривой в контроле снизился с 24,68 до 4,22 мкм и в опытных с 35,21 до 
6,1 мкм, с 33,69 до 12,15 мкм, с 20,6 до 3,1 мкм соответственно. Рассто-
яние среднего пути, пройденное сперматозоидом в поле зрения, изме-
нилось в контроле с 17,98 до 8,62 мкм, опытных группах – с 19,10 до 
11,27 мкм, с 18,61 до 10,69 мкм, с 12,75 до 4,46 мкм соответственно. 
Расстояние прямой в контроле снизилось с 9,47 до 2,92 мкм, в опытных 
– с 8,88 до 2,12 мкм, с 14,24 до 3,98 мкм, с 9,8 до 1,21 мкм соответ-
ственно.  

Криволинейная скорость движения спермиев наблюдалась самая 
низкая в контроле, как после капацитации, так и после завершения опло-
дотворения, – 41,71 и 18,90 мкм/сек. соответственно. В опыте с лакто-
феррином отмечены самые высокие значения показателя – 74,21 и 35,62 
мкм/сек., с крезацином – 48,91 и 25,19 мкм/сек., а с эпибрассинолидом 
– 51,85 и 19,35 мкм/сек. соответственно. Средняя скорость движения 
спермиев по траектории в контроле составила 41,36 мкм/сек. после ка-
пацитации и 17,02 мкм/сек. после оплодотворения, с использованием 
крезацина – 46,19 и 18,71 мкм/сек., лактоферрина – 41,15 и 15,23 
мкм/сек., а эпибрассинолида – 31,79 и 11,65 мкм/сек. Ситуация с 
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прямолинейной скоростью движения гамет выглядела следующим об-
разом: контроль – 27,21 и 11,41 мкм/сек., с крезацином – 23,25 и 9,11 
мкм/сек., с лактоферрином – 31,52 и 12,75 мкм/сек. и с эпибрассиноли-
дом – 24,76 и 9,38 мкм/сек. Такой показатель, как линейность в контроле 
составил 46,0 и 17,0 %, в опытных группах – 49,0 и 22,0 %, 41,0 и 25,0 
%, 47,0 и 19,0 % соответственно. Прямолинейность в контроле – 73,0 и 
24,0 %, в опытных – 88,0 и 21,0 %, 75,0 и 27,0 %, 77,0 и 19,0 % соответ-
ственно. Показатель «колебание» в контроле – 55,0 и 17,0 %, в опытных 
– 57,0 и 13,0 %, 54,0 и 19,0 %, 61,0 и 9,0 % соответственно. Частота би-
ения головки спермиев в контроле составила 23,30 и 5,60 биений/сек., в 
опытных – 25,95 и 6,00 биений/сек., 29,43 и 7,30 биений/сек., 29,35 и 
7,80 биений/сек. соответственно. Анализ показателя бокового смеще-
ния головки спермия выявил следующую картину: контроль – 3,61 и 
1,29 мкм, с крезацином – 4,18 и 1,52 мкм, с лактоферрином – 2,88 и 1,72 
мкм, с эпибрассинолидом – 2,36 и 1,50 мкм соответственно. 

Заключение. Установлены условия успешной подготовки заморо-
жено-оттаянной спермы быков голштинизированной породы для прове-
дения интрацитоплазматической инъекции, заключающиеся в исполь-
зовании в культуральной среде для капацитации на основе Тироде кре-
зацина в концентрации 3 мг/мл или рекомбинантного человеческого 
лактоферрина в концентрации 1 мг/мл, обеспечивающие отсутствие по-
сле завершения процедуры капацитации у 100 % спермиев проксималь-
ных капель, у 94,6-95,2 % спермиев дистальных капель, у 99,6-100 % 
изогнутых хвостиков; получение 85,5-86,5 % морфологически нормаль-
ных спермиев без дефектов головки, тела и хвостика; показателей об-
щей подвижности гамет на уровне 68-77 % с сохранением оптимальных 
параметров скорости, траектории движения и колебания. Данные пока-
затели могут служить морфологическими и функциональными марке-
рами при селекции спермиев в клеточных репродуктивных технологиях 
и, в частности, технологии интрацитоплазматической инъекции. 
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В настоящее время внедрение в практику разведения лошадей верховых по-
род новых разработок на основе ДНК-тестирования является актуальным. Их 
использование способствует не только росту показателей воспроизводства, но 
и решению сложнейшей задачи тиражирования и сохранения уникальных гено-
типов лошадей, отвечающих возросшим требованиям их многогранного ис-
пользования в различных дисциплинах конного спорта. Статья посвящена изу-
чению связи полиморфизма микросателлитных локусов ДНК лошадей верхо-
вых пород с их работоспособностью. Установлено, что лошади верховых пород 
с оценкой спортивных качеств выше 7,5 баллов характеризуются достоверно 
более высокой частотой встречаемости аллелей ASB17G, ASB23J, СА425I, 
HMS2М, HMS2Н, HMS3J и HMS3Q в соответствующих микросателлитных локу-
сах. Также выявлен также ряд аллелей снижающих спортивные качества лоша-
дей. Полученные данные могут быть использованы в качестве маркеров для от-
бора перспективных лошадей для конного спорта. 

Ключевые слова: лошади верховых пород, работоспособность, локусы мик-
росателлитов ДНК, частота аллеля. 
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